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	 GATA2 遺伝子の転写は Exon1S および Exon1G の 2 箇所から開始され、
Exon1S 由来の mRNA は造血細胞に特異的発現を認める。そこで、Exon1S 上
流のプロモーターを基に転写開始点から上流 0.5 kb までの領域と、GATA2 遺
伝子の重要なエンハンサー領域である Intron4 +9.9 kb 領域 (206 bp)をタンデ
ムに 2 つ挿入したコンストラクトを作製した。そのコンストラクトを挿入した
ルシフェラーゼベクターpGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)を安定発現した U937 ク
ローンを樹立し評価したところ、GATA2 バイオアッセイ系として有用であるこ

































発現調節に関わるタンパク質である。GATA (GATA binding protein)転写因子
は、造血に関わる重要な転写因子である[1]。GATA 転写因子は 2 つのジンクフ
ィンガードメインモチーフを有し、ゲノム DNA 上の 5’- (A/T)GATA (A/G)-3’ 配
列を認識し様々な遺伝子の発現を制御している[1]。GATA 転写因子はこれまで
に GATA1 から GATA6 まで報告されており、血液分化に重要な GATA 転写因
子は GATA1、GATA2、GATA3 である[2, 3]。これらの造血に関連する GATA
転写因子は血液細胞分化段階において、特徴的な発現パターンを呈する。すな
わち、GATA1 は赤血球および巨核球への分化段階で発現しており、GATA2 は
造血幹細胞や造血前駆細胞、肥満細胞で発現し、GATA3 は T 細胞で発現してい
る[4-7]。この特徴的な発現パターンから推測されるように、GATA2 は造血幹細
胞の維持、増殖に重要である[4]。GATA2遺伝子の転写はExon1SおよびExon1G
の 2 箇所から開始されることが知られており、Exon1S から転写される mRNA
は主に造血幹細胞および造血前駆細胞でみられ、Exon1G 由来の mRNA は
GATA2 発現細胞全般でみられる[8]。また、GATA2 遺伝子内には GATA2 自身
が結合できる GATA 結合配列が存在し、遺伝子発現制御に関わっている。具体
的には Exon1S 転写開始点から-110 kb、-4.6 kb、-3.4 kb、-2.4 kb、+9.9 kb に





ている[11-13]。MonoMAC (monocytopenia、B and NK cell lymphopenia and 
mycobacterial 、fungal and viral infections)症候群は、GATA2 遺伝子変異に
より発症する先天性疾患であり、尋常性疣贅や非定型抗酸菌、真菌感染症とい
った感染症および骨髄異形成症候群や急性骨髄性白血病の発症を特徴とする疾
患である[14, 15]。表 1 に MonoMAC 症候群の臨床的特徴を示す。最近、DCML 
(DC、Monocyte、B and NK lymphoid deficiency)欠損症の原因遺伝子が GATA2
遺伝子であることが判明し、MonoMAC 症候群と Overlap する疾患と考えられ
ている[16, 17]。これ以外にも先天性 GATA2 遺伝子異常症として、家族性
MDS/AML[18]、リンパ浮腫、難聴、疣贅、MDS/AML 発症を特徴とする
Emberger 症候群が報告され[19]、これらの 4 つの疾患群を GATA2 欠損症候群
と称することもある。興味深いことに、MonoMAC症候群やDCML欠損症では、
単球、樹状細胞、B 細胞および NK (Natural Killer)細胞が欠損する一方で、好







GATA2 条件付きノックアウトマウスを用いて GATA2 が骨髄球系前駆細胞 
common myeloid progenitor (CMP)から樹状細胞に分化する骨髄球系分化経路
に関与していることを明らかにしている[20]。 
	 図 1 に示す通り、樹状細胞はリンパ球系前駆細胞 common lymphoid 
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progenitor (CLP)、骨髄球系前駆細胞 (CMP)に由来する[21]。リンパ球系分化
経路では CLP から樹状細胞共通前駆細胞 common dendritic progenitor (CDP)
を経て樹状細胞に分化する。また、骨髄球系分化経路では CMP からマクロファ
ージ樹状細胞前駆細胞 macrophage dendritic progenitor (MDP)、CDP を経て
















































	 単球系細胞株は組織球性リンパ腫の患者から樹立した U937 細胞株を使用し
た[26]。ヒト赤白血病細胞株として K562 細胞株[27]および YN-1 細胞株[28]、T
細胞系細胞株として Jurkat 細胞株[29]、B 細胞系細胞株として Nalm6 細胞株
[30]を使用した。これらの細胞の培養には 10 %ウシ胎児血清 (Biowest、Miami、 
FL、USA)、1 %ペニシリン-ストレプトマイシン (Sigma、St. Louis、MO、USA) 
を添加した Roswell Park Memorial Institute (RPMI) -1640 (Sigma) を用い、
37 ℃、5 %CO2濃度インキュベーターで培養した。骨髄間質細胞株として HS-5
細胞株[31]を使用し、10 %ウシ胎児血清 (Biowest)、1 %ペニシリン-ストレプト
マイシン (Sigma)を添加した Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
(Sigma)を用い、37 ℃、5 %CO2濃度インキュベーターで培養した。遺伝子導入
後の細胞のクローニングは終濃度 1 μg/mL ピューロマイシン (Sigma)を添加
した RPMI-1640 培地を用いて行った。ヒト胎児腎細胞由来細胞株 HEK293T
由来のパッケージング細胞株である PLAT-gp、PLAT-F は東京大学医科学研究
所、北村俊雄先生より供与された[32]。これらの細胞の培養には 10 %ウシ胎児
血清 (Biowest)、1 %ペニシリン-ストレプトマイシン (Sigma)を添加した




  メッセンジャーRNA (mRNA)を含む Total RNA は TRIzolⓇ RNA Isolation 
Reagents (Invitrogen、Carlsbad、CA、USA)を用いて抽出した。相補的 DNA 
(complementary DNA)の作成は ReverTra AceⓇ qPCR RT キット(Toyobo、
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Tokyo、Japan)を用いた。定量リアルタイム RT-PCR は QuantiTect SYBRⓇ 
Green PCR Kit (QIAGEN、Hilden、Germany)を使用した。測定器は C1000 
Thermal Cycler CFX96™ Real-Time system (Bio-Rad laboratories、Hercules、
CA、USA)を用いた。内部標準遺伝子を用いた相対定量はヒト 28S リボソーム
RNA 定量値およびマウス Gapdh 定量値を用いた。定量リアルタイム RT-PCR
で使用したプライマーは表 3 の通りである。 
 
ウェスタンブロッティング 
	 細胞数が 1×107  個/ml となるようにドデシル硫酸ナトリウム (SDS)サンプ
ルバッファー (25 mM Tris-HCl pH 6.8、2 %β-メルカプトエタノール、3 %SDS、
0.0005 %ブロモフェノールブルー、5 %グリセロール)に溶解し、100 ℃ 10 分
間加熱処理した。1×105細胞数分の同サンプルを 10 %ポリアクリルアミドゲル
で電気泳動した。 Polyvinylidene fluoride (PVDF) 膜  (Hybond-P 、 GE 
Healthcare、Waukesha、WI、USA)に転写した。1 次抗体は室温 1 時間もしく
は 4℃一晩反応させた。西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP: horse radish 
peroxidase)結合 2 次抗体と室温 1 時間反応させた。蛍光強度は Pierce Western 




	 K562 細胞株は 1 %ホルムアルデヒド (Sigma)で室温 10 分間処理することに
よってゲノム DNA とタンパク質を架橋した。その後、架橋反応を止めるため、
125 mM グリシンで室温 5 分間反応させた。細胞断片化に SonifierⓇ SFX250 
(BRANSON、Danbury、CT、USA)を用いた。免疫沈降反応は 900 μL のクロ
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マチン溶液あたりそれぞれの抗血清を 15 % (vol/vol)になるように添加し、4 ℃、
3 時間転倒混和し反応させ、各抗体をセファロース A に吸着させた。セファロ
ースを洗浄後に DNA の溶出を行い、塩化ナトリウムを用いてクロマチンとタン
パク質の架橋を外し、フェノールクロロホルム抽出により DNA を精製した。
DNA 量は QuantiTect SYBRⓇ Green PCR Kit (QIAGEN)及び C1000 Thermal 
Cycler CFX96™ Real-Time system (Bio-Rad laboratories)を用いて定量した。
使用したプライマーは表 3 の通りである。 
 
フローサイトメトリー 
	 BD FACSAria II (Becton Dickinson、Franklin Lakes、NJ、USA)を用いて




  ウェスタンブロッティングで使用した抗α-Tubulin 抗体 (CP06)は
Calbiochem (San Diego, CA, USA)から購入した。抗 GATA1 抗体 (D52H6)XP
Ⓡ Rabbit mAb は Cell Signaling (Danvers、MA、USA)から購入した。抗 GATA2
抗体は当研究室で作製した抗体を使用した。ヒト GATA2  (GenBank 
NO.NP_001139133)内のアミノ酸配列 270-289 番目、323-34 番目、464-480 番
目に一致する 3 種類の合成ペプチドを合成し、合成ペプチドとキャリアタンパ
ク質である Keyhole limpet hemocyanin (KLH)を
m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester (MBS)法を用いて結合させ
抗原刺激性を高めた。結合させたペプチドをウサギに day 0に 400 μg投与し、
続いて day 14、day 28、day 42 に 200 μg を投与した。day 56 にそれぞれの
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抗原ペプチドに対して産生された抗 GATA2 抗体を抽出した(補遺 図 1)。ウェス
タンブロッティングで使用した HRP 結合 2 次抗体 Goat Anti Mouse IgG HRP 
(sc-2005)は Santa Cruz Biotechnology から購入した。Goat Anti Rabbit IgG 
HRP (sc-2004)は Bethyl Laboratories (Bethyl、AL、USA)から購入した。フロ
ーサイトメトリーに用いた抗体は FITC 標識抗マウス CD11c 抗体(N418、
BioLegend、San Diago、CA、USA)、APC 標識抗マウス CD11b 抗体(M1/70、
BioLegend)、PE/Cy7 標識抗マウス F4/80 抗体(BM8、BioLegend)である。 
 
エレクトロポレーション 
	 U937 細胞株へのレポーターベクター遺伝子導入は Amaxa Nucleofector II 
(Lonza、Basel、Switzerland)の W-001 プロトコールで Amaxa Nucleofector kit 
solution C 溶液 (Lonza)を使用した。U937 細胞株は 2×106 個あたり、レポー
ターベクタープラスミド 2 μg で遺伝子導入を行った。K562 細胞株への
siRNA 導入は Amaxa Cell Line Nucleofector II (Lonza)の T-016 プロトコール
で Amaxa Nucleofector kit solution V 溶液 (Lonza) を使用した。K562 細胞株
は 2×106 個あたり siRNA 200 pmol 使用した。siRNA 初回導入 24 時間後に 2
回目の siRNA 導入を行い、48 時間後に細胞を回収した。 
 
RNA 干渉 
	 Human GATA2 siRNA を用いてK562細胞に一過性にGATA2の発現を抑制
した。GATA2 siRNA は Nippon gene (Tokyo, Japan) に作製委託し、配列は
GUGCUGAUGUAGUGACCAATT、UUGGUCACUACAUCAGCACTT である
（B-Bridge International Inc、CA、USA）[12]。対照 siRNA として AllStars 





	 マウスの脾臓をすり潰した後、21G 針シリンジを用いて細断化し、70 μm セ






	 レポーターベクターはルシフェラーゼレポーターベクターpGL3 Basic 
(Promega、Madison、WI、USA)、pGL4.20 (Promega)を使用した。プロモー
ターコンストラクトに以下の述べる GATA2 プロモーター領域およびエンハン
サー領域を使用した。GATA2 Exon 1S 転写開始点からそれぞれ上流-0.5 kb、
-1.0 kb、-1.8 kb、-3.4 kb、-4.6 kb までの領域、および Intron4 +9.9 kb 領域 (206 
bp)を用いた。これらのインサートは、GATA2 遺伝子が挿入された大腸菌人工
染 色 体  (BAC: bacterial artificial chromosome) ベ ク タ ー RP11-475N22 
(Empire Genomics、NY、USA) を鋳型として PrimeSTAR Ⓡ  HS DNA 
polymerase (Takara bio) を用いて PCR 増幅し、両末端に制限酵素サイトを付
加した[33]。レポーターベクターとインサートを制限酵素処理後、Ligation High 
Ver.2 (Toyobo)を用いてライゲーションを行った。なお、GATA2 Exon 1S 転写
開始点から上流-3.4 kb および-4.6 kb までの領域を組み込んだレポーターベク
ターpGL3.0 basic および-4.6 kb までの領域を組み込んだレポーターベクター
pGL4.20 は Life Technologies (Grand Island、NY、USA)の受託サービスを利
 13 
用して作製した。 
  上述の方法で pGL4.20 に GATA2 Exon 1S 転写開始点から上流-0.5 kb、-1.0 
kb、-1.8 kb、-3.4 kb、-4.6 kb までの領域を組み込んだコンストラクト pGL4.20 
(GATA2 -0.5 kb)、(GATA2 -1.0 kb)、(GATA2 -1.8 kb)、(GATA2 -3.4 kb)、
(GATA2 -4.6 kb)を作製した。さらに Intron4 +9.9 kb に存在するエンハンサー
領域を組み込んだコンストラクト pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/E)、(GATA2 -1.0 
kb/E)、(GATA2 -1.8 kb/E)、(GATA2 -3.4 kb/E)、(GATA2 -4.6 kb/E)を作製し
た。バイオアッセイの感度を高くする目的で Intron4 +9.9 kb に存在するエンハ






	 上述の通り、pGL3 および pGL4.20 にコンストラクトを組み込んだレポータ
ーベクターを作製した。一過性トランスフェクションは pGL3 basic および
pGL4.20 に対して pGL4.74 (promega)を同時に FuGENEⓇ HD Transfection 
Reagent (Promega)を用いて遺伝子導入した。U937 および K562 細胞株 1×106 
個にレポーターベクターである pGL3 basic および pGL4.20 1μg、pGL4.74 0.1 
μg、FuGENEⓇ HD Transfection Reagent 4.4 μL を用いて遺伝子導入した。 
24 時間後、Dual-Luciferase Assay System (Promega)を使用し、ルミノメータ
ーGloMax 20/20 Luminometer (Promega)で測光した。pGL4.74 は単純ヘルペ






レポーターコンストラクト安定発現 U937 クローンの作製 
	 前述のコンストラクト pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)をエレクトロポレーシ









	 レトロウイルスベクターpBabe-Puro (Cell Biolabs、San Diego、CA、USA)、
pMXs-IRES (internal ribosome entry site)-GFP (green fluorescent protein) 
(Cell Biolabs)、MSCV (Murine stem cell virus)-IRES-GFP のマルチクローニ
ングサイト (MCS)に目的遺伝子を挿入したベクターを作製した。GATA2 遺伝
子を導入したベクターは pBabe-Puro-GATA2、MSCV-IRES-GFP-GATA2 であ
る。GATA1 遺伝子を導入したベクターは pMXs-IRES-GFP-GATA1 である。以
上のベクターを使用して U937 細胞株に遺伝子導入を行った。GATA2 遺伝子変
異(c. 1186C>T)を導入したベクターは pBabe-Puro-GATA2 mutant であり、




には FuGENEⓇ HD Transfection Reagent (Promega)を用いた。コトランスフ
ェクションは遺伝子発現レトロウイルスベクター 10 μg、VSV—G 4 μg、
FuGENEⓇ HD Transfection Reagent 48 μL を用いた。コトランスフェクシ
ョン 48-72 時間後に培養上清をフィルター濾過し、ウイルス液を回収した。ウ
イルス感染は 8 μg/mlポリブレン (Takara Bio)を混合したウイルス液をU937
および K562 細胞株に添加して培養した。 
 
変異 GATA2 タンパク質発現ベクターの作製 
	 QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, La 
Jolla, CA, USA)を用いてレトロウイルスベクターpBabe-Puro-GATA2 の
GATA2 翻訳開始点から 1186 番目のシトシン (C)をチミン (T)に置換した。変















	 私が解析した MonoMAC 症候群の一症例を提示する。症例は 14 歳から片側
性下肢リンパ浮腫、汎血球減少 (白血球数 1,900 /μL、ヘモグロビン値 10.8 g/dl、
血小板数 12.1×104 /μL)が認められていた。22 歳時に汎血球減少 (白血球数 
1,930 /μL、ヘモグロビン値 9.7 g/dL、血小板数 11.8×104 /μL)を指摘され、
骨髄像検査を施行したところ 3 血球系の異型が認められたため(図 2)、骨髄異形




遺伝子の第 6 エクソンにヘテロミスセンス変異 c.1186 C>T、p.Arg396Trp を認
め (図 3)、臨床所見と合わせ MonoMAC 症候群と診断した。図 4 は本症例が 27








変異 GATA2 タンパク質(p.Arg396Trp)の解析 
 この症例にみられた GATA2 遺伝子変異が機能喪失型の変異であるのか調べる
ために、変異 GATA2 タンパク質発現ベクター(c. 1186C>T、p. Arg396Trp)を
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イム RT-PCR で赤血球特異的遺伝子である Hemoglobin subunit α(HBA) や
Hemoglobin subunit β (HBB) 、 Hemoglobin subunit γ (HBG) 、










血球細胞株での GATA2  mRNA の発現 
	 GATA2 遺伝子が単球から樹状細胞の分化に寄与する可能性を調べるため、ま
ず、U937 細胞株における GATA2 mRNA 発現を定量リアルタイム RT-PCR 法
で確認した。U937 細胞株以外に YN-1 細胞株、K562 細胞株、Jurkat 細胞株、
Nalm6 細胞株、HS-5 細胞株の GATA2 mRNA 発現量を解析した。赤血球系細
胞株と比較して低い発現レベルではあるが、U937 細胞株において GATA2 
mRNA の発現を確認した (図 6A)。 
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単球、樹状細胞における Gata2  mRNA の発現 
	 野生型マウスの脾臓から得られた単球および樹状細胞の Gata2 mRNA 発現
を定量リアルタイム RT-PCR 法で確認した。単球での Gata2 mRNA 発現は樹
状細胞よりも有意に高かったが (p = 0.0009)、両細胞ともに低い発現レベルで
あった(図 6B)。 
 







子である CD205 遺伝子の有意な発現上昇を認めた (p = 0.002)。CD83 遺伝子
においても発現が上昇する傾向を認めた (p = 0.09) (図 7B)。この結果から単球













	 まず、GATA2 遺伝子の Exon1S 転写開始点からそれぞれ上流-0.5 kb、-1.0 kb、
-1.8 kb、-3.4 kb、-4.6 kb までの領域、および Intron4 +9.9 kb エンハンサー領
域 (206 bp)を組み合わせて挿入したルシフェラーゼレポーターベクターpGL3 
basic を作製した (図 9A、B)。これらのコンストラクトを内部コントロールと
しての pGL4.74 とともに FuGENEⓇ HD Transfection Reagent (Promega)を
用いて U937 細胞株に一過性に遺伝子導入を行った。+9.9 kb エンハンサー領域
を含まないレポーターベクターではルシフェラーゼ活性が比較的低く、+9.9 kb
エンハンサー領域を含むレポーターベクターでルシフェラーゼ活性が高い傾向
がみられた。また、コンストラクト塩基配列が上流-0.5 kb、-1.0 kb、-1.8 kb で
+9.9 kb エンハンサー領域を挿入したレポーターベクターでのルシフェラーゼ
活性が高く、pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/E)、(GATA2 -1.0 kb/E)、(GATA2 -1.8 
kb/E)をレポーターベクターとして候補と考えた (図 9B)。さらに、スクリーニ
ングの感度を高める目的で+9.9 kbエンハンサー領域をタンデムに2つ挿入した
コンストラクト pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)を導入した細胞と、pGL4.20 
(GATA2 -0.5 kb/E)を導入した細胞のルシフェラーゼ活性を比較したところ、
pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)を導入した細胞でルシフェラーゼ活性がより高か
ったため、以後の実験は pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)をレポーターコンストラ
クトとして用いることとした (図 10)。 
 
レポーターコンストラクト安定発現 U937 クローンの作製 
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ンドを確認した (図 11A、B、C)。  
 
GATA1 強制発現によるレポーター活性の変化  
	 赤芽球分化において GATA1 は GATA2 を抑制することが報告されている。
[34]。そこで、今回作製したバイオアッセイ系が GATA1 強制発現によってどの
ような挙動を示すか調べるために、コンストラクト pGL4.20 (GATA2 -0.5 
kb/EE)安定発現 U937 クローンにレトロウイルスシステムを用いて
GATA1/GFP 共発現ベクターを一過性に導入した。導入 2 日後に BD FACSAria 
II を用いて GFP 陽性細胞を回収し、ウェスタンブロッティング、ルシフェラー
ゼ解析を行った。ウェスタンブロッティングで GATA2 タンパク質を確認した 
(図 12A)。ルシフェラーゼ解析で GATA1 強制発現したクローンで活性低下を認





挙動を調べるために、コンストラクト pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)安定発現
U937 クローンにレトロウイルスシステムを用いて GATA2/GFP 共発現ベクタ
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ーを一過性に導入した。導入 2 日後に BD FACSAria II を用いて GFP 陽性細胞
を回収し、ウェスタンブロッティング、ルシフェラーゼ解析を行った。ウェス
タンブロッティングで GATA2 タンパク質を確認した (図 13A)。ルシフェラー






























提示した MonoMAC 症候群症例においても GATA2 遺伝子の胚細胞ヘテロ変異
を認めた。この症例における GATA2 遺伝子変異は翻訳開始点から 1186 番目の
シトシン (C)がチミン (T)に置換され、ジンクフィンガー2 領域内の 396 番目の
アミノ酸がアルギニンからトリプトファンに変化するミスセンス変異であった。







め、発現ベクターを作製し機能解析を行った。K562 細胞株に野生型 GATA2 タ
ンパク質を強制発現するとペレットが赤色変化し、赤血球系への分化傾向を反
映する所見を認めたが、変異型 GATA2 タンパク質強制発現では、ペレットの
色調に変化を認めなかった。既報で K562 細胞株は GATA2 強制発現により赤血
球特異的遺伝子が誘導される報告がなされており[37]、本解析においても野生
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機序として、その前駆細胞である CMP や CLP における分化成熟障害、単球か
ら樹状細胞への分化異常の可能性が考えられる。この中で、本研究では単球か
ら樹状細胞への分化異常に着目し、単球系細胞株 U937 を用いて検討した。ま
ず、GATA2 発現ベクターを用いて GATA2 強制発現を行ったところ、樹状細胞
特異的遺伝子である CD205 および CD83 の発現が上昇する傾向がみられた。
CD205 (別名 DEC-205、Ly-75)は 210 kDa の膜 1 回貫通型 (Type I) C-type 










において GATA2 が関与している可能性を示唆している。一方で、GATA2 が
CD205 遺伝子の発現を誘導する分子メカニズムは明らかではない。ChIP シー
クエンス技術を用いた GATA2 ゲノムワイド解析で CD205 遺伝子座や CD83 遺
伝子座に有意な GATA2 ピークは認めなかった[43]。このことから GATA2 の直
接的な転写制御によるものではなく、GATA2 が骨髄球系分化経路からの樹状細
胞の分化を促進させる因子を誘導していると考えられる。また、マウス脾臓由




















また、ルシフェラーゼ以外のレポーター遺伝子に GFP や DsRed (Red 








	 バイオアッセイ系に用いる細胞は単球系細胞株である U937 細胞株を選択し
た。U937 細胞株は広く使用される細胞株であり、技術的に培養維持も簡便であ
り、背景実験において評価可能レベルのトランスフェクション効率を持ってい
ることや GATA2 遺伝子発現を確認でき、適格な細胞株であると考えた。 
	 プロモーターコンストラクトの作製については、プロモーター領域の選定に
血液細胞特異的に発現する Exon1S 由来の GATA2 転写産物に着目した。
Exon1G 由来の転写産物は GATA2 発現細胞全般にみられるため血液細胞特異
性に乏しく、既に GATA2 Exon1S プロモーター領域を用いた報告がなされてお
り[36, 44, 45]、Exon1S プロモーターをプロモーターコンストラクトに使用した。




製することを検討した。GATA2 遺伝子のエンハンサー領域は Exon1S 転写開始
点から-110 kb、-4.6 kb、-3.4 kb、-2.4 kb、+9.9 kb に存在することが知られて
いる。エンハンサー領域が GATA2 プロモーター活性にどれほど寄与している
かを検討した既報では Intron4 +9.9 kbに存在するエンハンサー領域が他のエン
ハンサー領域に比べプロモーター活性への寄与が大きいことが報告されている。
また、実際に+9.9 kb 相当のエンハンサー領域のホモ欠損マウスでは GATA2 遺
伝子発現を顕著に低下し、胎生致死することが知られている[9]。これらの知見


















ある GATA1 による転写活性制御機序に着目し、GATA1 発現ウイルスベクター
を強制発現したときのルシフェラーゼ解析を検討した。その結果、GATA1 強制
発現でルシフェラーゼ活性は低下した。GATA1 は GATA2 遺伝子座に存在する
GATA 結合配列に直接結合することで抑制性に GATA2 遺伝子の発現を制御す
ることが知られている[34, 46]。そのため、コンストラクト内の+9.9 kb エンハ
ンサー領域に存在する GATA 結合配列に GATA1 が結合し、転写抑制性に働い
た可能性がある。一方で、GATA2 強制発現でルシフェラーゼ活性が低下した理
由については不明である。これまでの報告では造血幹細胞や造血前駆細胞にお
いて GATA2 遺伝子は GATA2 自身が GATA 結合配列に結合することで発現が
活性化することが知られている[35, 44]。低下した原因の可能性として U937 は
単球系細胞株という比較的分化が進んだ細胞であり、造血幹細胞や造血前駆細
胞で考えられている GATA2 の働きと異なる可能性は否定できない。PU.1 は骨
髄球系細胞分化に重要な転写因子であるが、骨髄球系前駆細胞では PU.1 と
GATA2 が拮抗的関係にあることが知られている[47]。単球系細胞においても
GATA2 強制発現が PU.1 と GATA2 の相互関係に何らかの影響を与え、内因性







現 時 点 で な い こ と か ら 、 GM-CSF (Granulocyte macrophage 
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	 単球系細胞株 U937 を用いた GATA2 バイオアッセイ系の構築を目指し、レポ
ーターコンストラクトを安定発現したクローンを樹立した。GATA1 強制発現に
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図 1. 樹状細胞の分化経路 
樹状細胞の分化は CMP と CLP に由来する。骨髄球系分化経路は CMP から
MDP、CDP を経て樹状細胞に分化する。リンパ球系分化経路は CLP から CDP
を経て樹状細胞に分化する。CMP や MDP から分化した単球から樹状細胞にも
分化する。略語を示す。MPP: multipotent progenitor 多能性前駆細胞、CMP: 
common myeloid progenitor 骨髄球性共通前駆細胞、CLP: common lymphoid 
progenitor リンパ球性共通前駆細胞、MDP: macrophage dendritic progenitor 
マクロファージ樹状細胞前駆細胞、CDP: common dendritic progenitor 樹状細
胞共通前駆細胞 
 






図 3. MonoMAC 症候群症例の GATA2 遺伝子変異 
末梢血細胞および頬粘膜細胞のゲノムDNAを用いたGATA2遺伝子解析を示す。
GATA2 遺伝子の翻訳開始点から 1186 番目の塩基シトシン (C)がチミン (T)に
1 塩基変異を認める。対応するコドン CGG が TGG に変化することによりジン








RFP、SM を用いた 4 剤併用標準プロトコールで治療した。(B)経過中の体温の
推移を図示する。4 剤併用標準プロトコール治療に伴い、1 ヶ月間の解熱を一時














ル、CAM: クラリスロマイシン、EB: エタンブトール、RFP: リファンピシン、
RBT: リファブチン、SM: ストレプトマイシン 
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図 5. 変異 GATA2 タンパク質の解析 
(A-C)レトロウイルスベクターpBabe-Puro を用いて野生型 GATA2 タンパク質




細胞に GATA2 タンパク質発現ベクターpBabe-puro を遺伝子導入したサンプル
を用いた。(B)回収したサンプルのペレットを示す。(C)野生型 GATA2 タンパク
質および変異 GATA2 タンパク質を強制発現した K562 細胞株の HbA、HbB、
HbG、ALAS2 mRNA 発現量を定量リアルタイム RT-PCR で確認した。mRNA
発現の内部補正には 28S リボソーム RNA を用いた。 (mean ±3 回の独立した
実験の SD、n=3) 
 
図 6. 各細胞株の GATA2  mRNA の発現 
(A) YN-1 細胞株、K562 細胞株、Jurkat 細胞株、Nalm6 細胞株、U937 細胞株、
HS-5細胞株のGATA2 mRNA発現量を定量リアルタイムRT-PCRで確認した。
mRNA 発現の内部補正には 28S リボソーム RNA を用いた。(mean±3 回の独
立した実験の SD、n=3) 
(B) マウス脾臓から回収した単球 (CD11b+CD11c-F4/80low)、樹状細胞 
(CD11c+)の Gata2 mRNA 発現量を定量リアルタイム RT-PCR で確認した。
mRNA 発現の内部補正には Gapdh を用いた。(mean±3 回の独立した実験の
SD、n=3) 
 
図 7. GATA2 強制による単球系細胞株 U937 での CD205 遺伝子および
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CD83 遺伝子の発現変化 
(A-B) レトロウイルスベクターMSCV IRES-GFP を用いて GATA2 発現ベクタ
ーおよびコントロールベクターを作製し、単球系細胞株 U937 に遺伝子導入し
た。2-3 日培養後、BD FACSAria II (Becton Dickinson)を用いて GFP 陽性細
胞を回収した。 
(A) 回収したサンプルの GATA2 タンパク質の発現をウェスタンブロッティン
グで確認した。PC (positive control)は HEK293T 細胞に GATA2 発現
pBabe-puro を遺伝子導入したサンプルを用いた。 
(B) CD205 mRNA および CD83 mRNA の発現量を定量リアルタイム RT-PCR
で確認した。mRNA 発現の内部補正には 28S リボソーム RNA を用いて、コン
トロールベクターを遺伝子導入したサンプルの発現量を 1 として比較した
(mean±3 回の独立した実験の SD、n=3、*P <0.05)。ウェスタンブロッティン
グの内部補正にα-Tubulin を用いた。 
 








図 9. 各 GATA2 プロモーターコンストラクトにおけるルシフェラーゼ活
性  
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(A) GATA2 遺伝子の模式図を示す。GATA2 遺伝子は 6 つの Exon から構成さ
れる。2 種類の Exon1 が存在する。遠位に存在する Exon1S と Exon1G からな
る。Exon1 は非翻訳領域であり Exon2 から翻訳開始される。転写制御に重要で
ある+9.9 kb 領域は Intron4 に存在している。+9.9 kb 領域の塩基配列を示す。 
(B) GATA2 Exon1S 転写開始点からそれぞれ上流-0.5 kb、-1.0 kb、-1.8 kb、-3.4 
kb、-4.6 kb までのプロモーター領域候補と+9.9 kb 領域に存在するエンハンサ
ー領域を組み合わせて挿入したホタルルシフェラーゼレポーターベクター
pGL3 basic (Promega)をコントロールベクターとしてウミシイタケルシフェラ
ーゼベクターpGL4.74 (Promega)と FuGENEⓇ HD を用いたトランスフェクシ
ョン法で単球系細胞株 U937 に一過性遺伝子導入を行った。遺伝子導入 24 時間
後に細胞を回収しルシフェラーゼ解析を行った。内部補正にウミシイタケルシ
フェラーゼ活性を用いた(mean ±3 回の独立した実験の SD、n=3)。	
 
図 10. pGL4.20 (GATA2  -0.5 kb/E)および pGL4.20 (GATA2  -0.5 
kb/EE)を安定発現した U937 細胞株のルシフェラーゼ活性	
GATA2 Exon1S 転写開始点から上流-0.5 kb までのプロモーター領域に+9.9 kb
エンハンサー領域を 1 つないし 2 つタンデムに挿入したホタルルシフェラーゼ
ベクターpGL4.20 (Promega)をAmaxa Nucleofector II (Lonza)でのW-001プロ
トコールおよび Nucleofector kit solutionC 溶液 (Lonza)を用いてエレクトロポ
レーション法で単球系細胞株 U937 に遺伝子導入を行った。遺伝子導入翌日に
終濃度 1 µg/mL のピューロマイシンを添加した RPMI-1640 培地で培養し、遺
伝子導入細胞を選択した。ピューロマイシン添加培地培養 2 週間後に十分に細
胞が増殖したことを確認した。それらの細胞のうち 1×106個を回収し、ルシフ
ェラーゼ解析を行った(mean ±3 回の独立した実験の SD、n=3)。	
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図 11. pGL4.20 (GATA2  -0.5 kb/EE)安定発現クローンの樹立	
(A) GATA2 Exon1S 転写開始点から上流-0.5 kb までのプロモーター領域と+9.9 





(B) pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)を安定発現しているクローンを 1×106個回収
し、ルシフェラーゼ解析を行った(n=1)。	
(C)	pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)を安定発現しているクローンを前述のプライ
マーを用いた PCR 法でスクリーニングした。 
 
図 12. GATA1 強制発現によるルシフェラーゼ活性の変化 
(A-B) pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)安定発現 U937 クローンにレトロウイルス
システムを用いて pMX GATA1/GFP 共発現ベクターを一過性に遺伝子導入し
た。遺伝子導入 2 日後に BD FACSAria II を用いて GFP 陽性細胞を回収した。 
(A) 回収したサンプルの GATA1 タンパク質の発現をウェスタンブロッティン
グで確認した。PC (positive control)は K562 細胞株を用いた。クローンサンプ
ルは図 10 で示した#12、#18、#20、#22 を用いた。 
(B) GFP 陽性細胞を 5×105個回収し、ルシフェラーゼ解析を行った。(mean±3
回の独立した実験の SD、n=3、*P <0.05) 
 
図 13. GATA2 強制発現によるルシフェラーゼ活性の変化。 
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(A-B) pGL4.20 (GATA2 -0.5 kb/EE)安定発現 U937 クローンにレトロウイルス
システムを用いてMSCV GATA2/GFP共発現ベクターを一過性に遺伝子導入し
た。遺伝子導入 2 日後に BD FACSAria II を用いて GFP 陽性細胞を回収した。 
(A) 回収したサンプルの GATA2 タンパク質の発現をウェスタンブロッティン
グで確認した。PC (positive control)は HEK293T 細胞に GATA2 発現
pBabe-puro ベクターを遺伝子導入したサンプルを用いた。クローンサンプルは
図 10 で示した#12、#18、#20、#22 を用いた。 
(B) GFP 陽性細胞を 5×105個回収し、ルシフェラーゼ解析を行った。(mean±3
回の独立した実験の SD、n=3、*P <0.005) 
 
補遺	 図 1. 抗 GATA2 抗体の作製 
(A) ヒト GATA2 (GenBank NO.NP_001139133)内のアミノ酸配列 270-289 番
目(A)、323-34 番目(B)、464-480 番目(C)に一致する 3 種類の合成ペプチドを設
計し Keyhole limpet hemocyanin (KLH)と結合させた。抗原ペプチドをウサギ
に投与し生成された抗 GATA2 抗体を抽出した。 
(B) 作製した抗 GATA2 抗体(A、B、C 由来)を用いて GATA2 遺伝子の Intron4 
+9.9 kb に存在する GATA 配列結合 GATA2 占有を評価するために定量クロマ
チン免疫沈降法を施行した。 抗GATA2抗体Cにおいて抗GATA2抗体 (H-116) 
と同等の GATA2 クロマチン結合がみられた。NECDIN プロモーター領域を陰
性コントロールとして用いた。(mean±3 回の独立した実験の SD、n=3) 
 
補遺	 図 2. 作製した抗 GATA2 抗体を用いたウェスタンブロッティング
法での GATA2 タンパク質の確認 
(A-B) 作製した抗 GATA2 抗体 C を用いて、ウェスタンブロッティングを行っ
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た。(A) K562 細胞株に野生型 GATA2 および変異 GATA2 タンパク質、対照ベ
クターをレトロウイルスシステムを用いて強制発現した後にウェスタンブロッ
ティングを行った。PC (positive control)は HEK293T 細胞に GATA2 発現
pBabe-puro ベクターを遺伝子導入したサンプルを用いた。(B)エレクトロポレ
ーション法を用いて GATA2 siRNA を K562 細胞株遺伝子導入し、ウェスタン






































































※NF-1, NF-2: Zinc finger motifs








※NF-1, NF-2: Zinc finger motifs
　N: Nuclear localization signal
R396WArg396Trp
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* P < .001*
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Relative Luciferase activity / 細胞数 2×106
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図 10.  
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GATA2 Exon IS promoter
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PCR 産物 (1000 bp)  
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図 13.  
 

















































補遺	 図 1. 
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10.  表 




























WBC 2400 /μL RBC 3.17 ×106 /μL 
 seg 67 % Hb 10.0 g/dL 
 band 7 % Ht 31.7 % 
 eosi 0 % MCV 100.0 fl 
 baso 0 % Plt 10.3 ×104 /μL  lymp 26 % Ret 2.1 % 
 mono 0 % 
 
 
 atyp 0 % 
 
 
 blast 0 % 
 
リンパ球サブセット 
CD4 42.5 % 
CD8 45.9 % 
CD3 97.8 % 
CD19 0.9 % 
CD56 1.4 % 
血清免疫学検査 
CRP 0.2 mg/dL 
SAA 7.5 mg/dL 
IgG 1242 mg/dL 
IgA 81 mg/dL 
IgM 110 mg/dL 
Hp 26.6 mg/dL 
血液生化学検査 
T-Bil 1.3 mg/dL 
AST 14 IU/L 
ALT 11 IU/L 
γGTP 11 IU/L 
ALP 174 IU/L 
LDH 184 IU/L  
BUN 12 mg/dL 
Cre 0.82 mg/dL 
TP 6.0 g/dL 
Alb 3.5 g/dL 
Ferritin 232 ng/mL 
入院時検査所見
骨髄検査 
有核細胞数 5.8 ×104 /μL 
巨核球数 16 　 μL 
 骨髄芽球 0.6    %
染色体分析 (G-Band)
 46, XY [20/20]






Primers Direction  Sequence (5’→3’) 
 RT-PCR    
28S  Forward  TGGGTTTTAAGCAGGAGGTG 
 Reverse  CCAGCTCACGTTCCCTATTA 
Gapdh Forward  TGCACCACCAACTGCTTAG 
 Reverse  GGATGCAGGGATGTTC 
HBA Forward  ACCATGGTGCTGTCTCCTG 
 Reverse  GAAGTGCGGGAAGTAGGTCTT 
HBB Forward  TCCTGAGGAGAAGTCTGCCGT 
 Reverse  GGAGTGGACAGATCCCCAAAG 
HBG Forward  GCATGTGGATCCTGAGAACTT 
 Reverse  CCTCAGGGGTGAATTCTTTG 
ALAS2 Forward  CCTCAGATGATGGAAGATTTTG 
 Reverse  TCATGAGCTCAAAGTGTACAGGA 
GATA2 Forward  CAAGGCTCGTTCCTGTTCA 
 Reverse  GCCCATTCATCTTGTGGTAGA 
Gata2 Forward  TGCAACACACCACCCGATACC 
 Reverse  CAATTTGCACAACAGGTGGCCC 
CD205 Forward  GCTCTTCTGGTTCTTCGATCTC 
 Reverse  CCTCAGTTTCATCACAGTCGTC  
CD83 Forward  GAAACCTAAGTGGCAAGGTGAT 
 Reverse  AGAAAATAACCAGAGCCAGCAG 
 PCR    
0.5kb/EE/Luc2  Forward  ATAAGGAAACTTCGTGTATCTGT 
 Reverse  AATGGGAAGTCACGAAGGTG 
GATA2 mutation c.1186 C>T Forward  GGAAGGGATCCAGACTTGGAACCGGAAGCTG 
 Reverse  CATCTTCCGGTTCCAAGTCTGGATCCCTTCC 
 ChIP    
NECDIN promoter Forward  GAAGAGCTCCTGGACGCAGA 
 Reverse  TGCAAAGTTAGGGTCGCTCAG 
GATA2 +9.9kb Forward  GACATCTGCAGCCTGAAGATAAG 
 Reverse  CATTATTTGCAGAGTGGAGGGTATTAG 
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(表 3 の続き) 本実験で使用したプライマー 
 
Primers Direction  Sequence (5’→3’) 
 Cloning    
+9.9kb Enhancer insert  Forward  ATAGGTACCGAGCTCTACTGTGTATTT 
 Reverse  CAGCTGTGGACGCGTTATTTGCAGAGT  
0.5kb Promoter insert Forward  GAGGATGTCCACGCGCCACAGCTGTGT 
 Reverse  TAGGATAGATCTGGCGGCAGGCAATAGACAG 
1.0kb Promoter insert Forward  CACAATGCTAGCGTCACCACCAGATTTGGAGAAAG 
 Reverse  TAGGATAGATCTGGCGGCAGGCAATAGACAG 
1.8kb Promoter insert Forward  TACACTGCTAGCTATGCTGTTAAAGACAGATGGACATGCA 
 Reverse  TAGGATAGATCTGGCGGCAGGCAATAGACAG 
3.8kb Promoter insert Forward  CTTACGCGTGCTAGCCCCACGCCGGGCACACCGGGGC 
 Reverse  CGCAGATCTCGAGCCCCGACGGGGCCCTGCTAGGATG 
4.5kb Promoter insert Forward  GCTAGCCTCGAGGATCCGAGACCCCGCCGCCGCCAGG 
 Reverse  GAGGCCAGATCTTGATCGACGGGGCCCTGCTAGGATG 
GATA1 pMX IRES GFP Forward  TTTTTGGATCCCAGAGGCTCCATGGAGTTCCCTG  
 Reverse  TTTTTGAATTCCTCTGTGCCCTCATGAGCTGAGC  
  Sequence    
RV3 Forward  GACGATAGTCATGCCCCGCG 
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